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研究成果の概要（和文）：生物を構成する全ての細胞は、全ての遺伝子がコードされた同じゲノム

配列を持っている。しかし、いくつかの遺伝子は特定の組織（細胞種）にのみ発現する。この組

織特異的な遺伝子発現が生み出されるメカニズムの全容は未だ不明である。本研究では、血管内

皮細胞に特異的に発現する Robo4遺伝子をモデルとして、その発現制御メカニズムの解析を行い、
「内皮細胞特異的な遺伝子発現がエピジェネティクス（DNA メチル化）と転写因子の双方によ
り制御されていることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Gene expression of the genomic DNA is tightly regulated. Some genes 
are specifically expressed in particular tissues, although it is not clearly understood how 
tissue-specific gene expression is regulated. Previous research on skeletal muscle has 
evidently shown that the skeletal muscle-specific transcription factor MyoD regulates 
skeletal muscle-specific genes. However, master regulators similar to MyoD have not been 
identified in most other tissues, suggesting that tissue-specific gene expression is regulated 
by other mechanisms as well. To investigate these putative mechanisms, we chose the 
endothelial cell (EC)-specific gene Robo4 and studied the regulation of its gene expression at 
the transcriptional level, which occurs via transcription factors and epigenetic controls. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 組織特異的に遺伝子が発現するメカニズ
ムを解明しようと、多くの研究者がさまざま
な細胞種を用いて研究を行ってきた。骨格筋
においては骨格筋特異的遺伝子の発現調節
を、骨格筋特異的に発現する転写因子MyoD
が担うことが示され、「組織特異的に発現す
る転写因子が組織特異的遺伝子発現を生み
出す」というシンプルなモデルで説明された。
しかし、我々の研究する血管内皮細胞を含む
他の多くの組織においては、MyoDのような

転写因子（マスターレギュレーター）は発見
されていない。我々は、内皮細胞特異的遺伝
子発現を生み出すマスターレギュレーター
の同定を目的とし、内皮細胞特異的に発現す
る Robo4 遺伝子の発現制御メカニズムにつ
いて解析を行った。その結果、Robo4遺伝子
の発現制御因子として、SP1、GABPをはじ
めとする複数の因子の同定に成功した
（CircRes 2007, Blood 2008）。しかし、これ
らの因子は、内皮細胞以外の細胞にも発現し
ているいわゆる組織特異的でない転写因子
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であったため、これら因子のみで内皮細胞特
異性を生み出すメカニズムを説明すること
はできなかった。そこで我々は転写因子以外
の遺伝子発現制御メカニズムであるエピジ
ェネティクスの関与を考え検討を行ったと
ころ、Robo4プロモーターの転写開始点付近
が非内皮細胞で特異的に高メチル化されて
いること、また、DNA メチル化の有無が、
Robo4 遺伝子発現を ON/OFF するスイッチ
として機能することで、Robo4遺伝子の内皮
細胞特異的な発現が生み出されることを明
らかにした。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、エピジェネティクスと転写因
子による Robo4 の組織特異的な発現制御の
メカニズムをより詳細に解析することを目
的とし、以下について検討を行った。 
 
(1) Robo4 プロモーターの DNA メチル化の
みで組織特異性が制御されているかを in 
vivoで評価する。 
 
(2) DNAメチル化以外のエピジェネティック
な転写制御（クロマチン凝集、ヒストン修飾）
が Robo4 遺伝子の内皮細胞特異的な発現に
寄与するかを解析する。 
 
(3) 転写因子とエピジェネティクスがどのよ
うに協調的に機能することで、Robo4 遺伝子
の内皮細胞特異的な発現が生み出されるの
かを解析し、制御モデルを構築する。 

 
３．研究の方法 
(1) プロモーターの転写開始点付近のメチル
化サイト（CpG配列）に変異を導入し、メチ
ル化を受けなくしたプロモーターを作製し
た。得られた変異型プロモーターに LacZ 遺
伝子を連結した配列をマウス Hprt 遺伝子上
流に 1 コピー挿入したノックインマウス
（Robo4mut-LacZ）を作製し、LacZ遺伝子の
発現組織を X-gal 染色により解析することで、
変異プロモーターの内皮細胞特異性を評価
した。 
 
(2) Robo4プロモーターのクロマチン凝集状
態を解析するために、内皮細胞（HCAEC）と
非内皮細胞（HCASmC、HEK293）からクロ
マチンを調製した。得られたクロマチンをマ
イクロコッカルヌクレアーゼで処理し、切断
の程度をリアルタイム PCRにより解析した。
また、ヒストンのアセチル化が Robo4遺伝子
の発現制御に関与するかを解析するために、
上記の細胞を HDAC阻害剤（Trichostatin A）
で処理後、内在性 Robo4遺伝子の発現量の変
化をリアルタイム RT-PCRにより解析した。 
 

(3) 内皮細胞と非発現細胞に、DNA脱メチル
化促進剤（5-AC）と転写因子（SP1、GABP）
を強制発現するアデノウイルスをそれぞれ、
もしくは両方処理したときの、Robo4 遺伝子
発現の変化をリアルタイム RT-PCRにより解
析した。 

 
４．研究成果	
 
(1) 転写開始点付近の DNA メチル化を受け
ない変異プロモーターを持つマウスにおけ
る LacZ 遺伝子の発現組織を解析した。その
結果、本マウスにおける LacZ の発現は、野
生型プロモーターを持つマウスと同様に、内
皮細胞に特異的に発現していることが明ら
かになった（図 1）。この結果から、非内皮細
胞における Robo4 遺伝子発現抑制には DNA
メチル化以外の機構も関与することが明ら
かになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) マイクロコッカルヌクレアーゼを用いた
解析から、プロモーター上流領域は内皮細胞、
非内皮細胞の両方で高度なクロマチン凝集
がみられたが、転写開始点付近の領域は
HCAEC と HCASmC は低凝集状態、HEK293
では高凝集状態であった（図 2）。この結果か
ら、クロマチンの凝集が非内皮細胞における
Robo4 遺伝子の発現抑制に必須ではないこと
が示された。また、内皮細胞（HCAEC）、非
内皮細胞（HCASmC）を Trichostatin Aで処理
する実験においては、両方の細胞で Robo4遺
伝子発現の抑制が観察された。この結果から、
ヒストンアセチル化が組織特異的なRobo4遺
伝子の発現制御に寄与する可能性は低いこ
とが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 内皮細胞と非内皮細胞における Robo4プロ
モーターの凝集状態 

 
図１  変異プロモーターマウスにおける LacZ の発現  



 
(3) 5-AC処理、未処理下の内皮細胞と非内皮
細胞に、SP1、GABP 発現アデノウイルスを
感染させ、各細胞における Robo4遺伝子発現
の測定を行った。その結果、内皮細胞では
5-AC 処理、未処理に関わらず、SP1、GABP
発現は Robo4遺伝子の発現を上昇させた（図
3）。一方、非内皮細胞では 5-AC 未処理の細
胞では SP1、GABP発現は Robo4遺伝子発現
に影響を与えなかったが、5-AC 処理細胞に
おいては、SP1、GABP発現は Robo4 遺伝子
発現を顕著に上昇させた。この結果から、
Robo4 遺伝子の内皮細胞特異的な発現は、プ
ロモーターの転写開始点付近が脱メチル化
されていること、SP1、GABP など転写活性
化因子が発現していることの両条件を満た
した時に誘導されることが明らかになった。 
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